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Resumen

Las hojas de Hedyosmum purpurascens recolectadas en estado de floracion, fueron
sometidas a un proceso de extraccién en disolventes de polaridad creciente, en Hexano,
Acetato de Etilo y Metanol. A partir del extracto metandlico se pudo aislar el compuesto a-D-
glucopiranosa, el cual fue identificado mediante RMN de *H y *C. La evaluacién de la
actividad antibacteriana y antifingica se realizé mediante el método de Microdilucién en
Caldo para determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI), los extractos totales fueron
inactivos para bacterias y hongos, pero el extracto de ACOEt presentd actividad anfifingica
con un valor de CMI de 250 pg/mL contra Trichophyton mentagrophytes (ATCC® 28185) y
Trichophyton rubrum (ATCC® 28188).

Palabras clave: Hedyosmum purpurascens, a-D-glucopiranosa, T. mentagrophytes y T.

rubrum.



Abstract

The Hedyosmum purpurascens leaves in flowering stage were collected and subjected to
extraction process with solvents of increasing polarity: n-Hexane, Ethyl Acetate and
Methanol. From methanol extract was isolated a-D-glucopyranose compound, which through
'H and *C NMR method was identified. The antibacterial and antifungal activity was
measured by the microdilution broth method to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC). The total extracts were inactive for bacteria, but the EtOAc extract
showed a MIC value of 250 pg/mL against Trichophyton mentagrophytes (ATCC ® 28185)
and Trichophyton rubrum (ATCC ® 28188).

Keywords: Hedyosmum purpurascens, a-D-glucopyranose, T. mentagrophytes y T.

rubrum



INTRODUCCION

La relacion que ha existido desde siempre entre el hombre y los vegetales ha permitido que
el ser humano se beneficie de las virtudes que éstas le brindan, ya sea como alimento o en
la medicina (Rendén et al., 2001). Durante mucho tiempo los remedios naturales y las
plantas medicinales fueron el principal recurso del que disponia el médico, esta situacion se
ha originado porque todas las culturas han empleado las plantas medicinales como base de
su propia medicina (Quesada, 2008).

Las plantas medicinales contribuyen al fortalecimiento de los programas de salud y también
favorecen la economia de un pais, esto se debe a las diferentes formas en que se
aprovechan las plantas: como materia prima o como para la obtencién de sustancias puras
(Vega, 2011). Las plantas medicinales han sido fuente de una gran variedad de compuestos
con actividad biolégica, siendo utilizadas como material crudo 0 como compuestos puros
dado que su accion terapéutica no se atribuye del todo a un compuesto aislado sino también
se justifica a la demostrada por extractos o aceites esenciales (Tasleem et al., 2011). En
general, los principios activos son metabolitos secundarios que no tienen un papel esencial

en los fendbmenos vitales de las plantas (Gémez et al., 1999).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2008) reconoce la importancia de las plantas
medicinales en los sistemas de salud de los paises y estima que hasta un 80% de la
poblacion hace uso de la medicina tradicional, considerando que estas plantas contienen
sustancias que pueden ser de valor terapéutico también manifiesta que pueden mostrar un

posible potencial de toxicidad cuando se utiliza de forma incorrecta.

El uso de especies medicinales y aromaticas esta ampliamente difundido por todo el mundo,
como es el caso de la manzanilla y el romero cultivadas en Europa y el continente
americano (Moraes et al., 2006). En las ciudades ecuatorianas el uso y comercio de plantas
medicinales se mantiene como una practica activa, la informacién de estas ha sido difundida
de diferentes maneras y el conocimiento tradicional ha evolucionado y ha sido transmitido
durante generaciones en las poblaciones indigenas, mestizas y afroecuatorianas (Rios et
al., 2008; Ansaloni et al., 2010).

Los usos medicinales de las plantas reportados en Ecuador son numerosos, principalmente
son utilizadas para aliviar diferentes sintomatologias como dolores de cabeza, estbmago o
musculos, fiebre, tos, hemorragias, ademés de otras afecciones como heridas,

contravenenos, infecciones, entre otros (De la Torre et al., 2008).



En Ecuador se reportan 3118 especies usadas con fines medicinales, pertenecientes a 206
familias, siendo el 75 % nativas y el 5% endémicas (De la Torre et al., 2008). La familia
Chloranthaceae esté constituida por hierbas, arbustos o &rboles aromaticos pequefios, con
alrededor de 75 especies distribuidas en 4 géneros: Chloranthus, Sarcandra, Ascarina y
Hedyosmum (Cao et al., 2008; Kirchner, 2010). EI género Hedyosmum es el mas
abundante esta familia ya que incluyen 40 especies, 16 de estas especies se encuentran en
Ecuador (Lorenzo et al., 2003; De la Torre et al., 2008).

Hedyosmum purpurascens es un arbusto endémico, ubicado en las provincias de Loja y
Zamora Chinchipe y es conocida comunmente como toronjil (castellano). Se usa para
preparar bebidas aromaticas, el tallo como combustible y para fabricar carbén (Valencia et
al., 2004; De la Torre et al., 2008).

En el presente trabajo se describe el estudio fitoquimico de H. purpurascens y la evaluacion
de la actividad antimicrobiana frente a cepas bacterianas y fungicas. Hasta la fecha no se
ha reportado la evaluacién quimica y biolégica de esta especie vegetal.

Este trabajo forma parte del proyecto de investigacion: “Estudio ecolégico y quimico de
Hedyosmum spp. (Chloranthaceae) en la provincia de Loja y Zamora, que se desarrolla en

el Departamento de Quimica de la Universidad Técnica Particular de Loja.
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. MARCO TEORICO

1.1. Plantas medicinales.

Los recursos naturales que han sido aprovechados por distintas culturas a través de la
historia son los minerales, animales y vegetales. El reino vegetal destaca porque gracias a
su complejo metabolismo constituyen uno de los recursos terapéuticos mas valiosos. Cada
region del mundo desarroll6 su forma de curar a partir de plantas medicinales, en sus

practicas utilizaban especies endémicas (Avello, 2010).

Estrella (2008) define las plantas medicinales como aquellos vegetales que elaboran
sustancias que ejercen accion farmacoldgica, estas sustancias activas son producto del
metabolismo secundario de las plantas que resultan mas asimilables por el cuerpo y carecen

de efectos nocivos.

1.1.1. Los metabolitos secundarios.
Las plantas son fuentes de un gran nuimero de productos metabdlicos, los metabolitos
primarios que desempefian un papel esencial en el metabolismo bésico de la planta son las
proteinas, los &cidos nucleicos, hidratos de carbono y lipidos. Por otro lado, en la planta hay
una gran cantidad de compuestos organicos que no estan implicados directamente en el
desarrollo, denominados metabolitos secundarios, su produccion depende de los ciclos
fundamentales de la planta; es decir, del metabolismo primario y estan relacionados con
sistemas defensivos o de excrecidn, generalmente son responsables del olor, del sabor, del

color de la planta, y también de sus propiedades medicinales (Castillo y Martinez, 2007).

Los metabolitos secundarios se sintetizan en pequefias cantidades y su produccion esta
restringida a un determinado género de plantas, a una familia o incluso pueden presentarse
en una especie o en especies afines (Guarnizo et al., 2009). La formacion de estos
productos comienza con la fotosintesis a partir de precursores en determinadas rutas
biosintéticas, asi: el acido acético sirve de precursor de los policétidos (alifaticos y
aromaticos), y de los terpenoides a través del &cido mevaldnico, los compuestos aromaticos
también se sintetizan a partir del acido shikimico, los compuestos nitrogenados, en particular
los alcaloides, proceden de los aminoacidos (Castillo y Martinez, 2007). En la figura 1 se

observan las rutas biosintéticas de los metabolitos secundarios.

Se estima que mas de 100.000 metabolitos secundarios son producidos por las plantas, y
cada afio se describen aproximadamente 1600 estructuras quimicas nuevas obtenidas a
partir de plantas, de las cuales un gran numero tiene actividad biolégica (Pérez-Alonso y
Jiménez, 2011).



Los metabolitos secundarios tienen un significativo valor medicinal y econémico, ejemplo de

ello incluyen la nicotina, la piretrina, la rotenona que se usan como pesticidas y ciertos

esteroides y alcaloides, usados como anticancerigenos como la colchicina,

los derivados

del Catharanthus, y otros alcaloides como la cocaina, tubocurarina, los de la belladona, los

del opio como la codeina, morfina, papaverina. Se calcula que un 25% de medicamentos

contiene un compuesto de origen natural, que se extraen de las plantas medicinales (Vega,

2001).
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Figura 1. Rutas biosintéticas de los metabolitos secundarios

Fuente: Dewick (2001)

La fitoquimica se ha dedicado al estudio de los componentes quimicos de las plantas

mediante la extraccion de material que ha sido recolectado, secado y molido de acuerdo con

procedimientos establecidos. La mayor parte de las veces, estos estudios se han hecho con
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el propdsito de conocer la naturaleza quimica de los principales componentes de las plantas,
sin importar la posible aplicacion de los resultados de estos estudios al enriquecimiento de
los servicios de salud publica, al desarrollo socioeconémico de la sociedad y al
aprovechamiento sostenible (Ocampo, 1994; Restrepo de Fraume et al., 2005).

La investigacion en plantas, asi como su utilizacion, se ha convertido en la fuente de
desarrollo de los conocimientos cientificos y tecnologicos, pues durante mucho tiempo
fueron el principal recurso que disponia el médico; aunque el uso de plantas medicinales va
en aumento, pocas han sido estudiadas, por tanto el uso popular es un indicador importante
pero no es garantia de la actividad terapéutica (Quesada, 2008).

1.2. La flora Ecuatoriana.

La flora neotropical es una de las mas diversas en especies y endenismos, siendo la regién
occitental de América del Sur la que alberga la mayor parte de su riqueza (Ledn et al.,
2006).

Ecuador posee gran cantidad de especies vegetales por km?, su flora es muy rica y variada
debido a la diversidad de los medios ecoldgicos. Se han identificado 46 ecosistemas que
entre los mas importantes estan: los bosques occidentales, manglares, bosques andinos, la
Amazonia y Galapagos; es por esto que es considerado entre los 12 paises megadiversos
que contienen el 70% de la biodiversidad total del planeta (Patzelt, 2002; Vasquez y Saltos,
2010).

La presencia de los Andes como factor altitudinal, ha dado al territorio ecuatoriano una
fisonomia Unica existiendo diferentes climas y formas de vida; asi como también en las
profundidades de las cordilleras y que se extienden hacia el oriente y occidente existen
condiciones vegetativas Unicas, es por esto que el pais no es completamente tropical o

térrido a pesar de estar situado en la zona ecuatorial (Patzelt, 2002).

Con el devenir del tiempo el conocimiento del uso de plantas ha evolucionado y ha sido
transmitido durante generaciones en las poblaciones indigenas, mestizas y afroecuatorianas
(Rios et al., 2008). En la Enciclopedia de plantas utiles del Ecuador se reportan 3118
especies pertenecientes a 206 familias de plantas usadas con fines medicinales, el 75 % de
especies medicinales son plantas nativas y el 5% son endémicas. Los usos medicinales de
las plantas reportados en el pais son numerosos, principalmente son utilizadas para aliviar
diferentes sintomatologias como dolores de cabeza, estbmago o musculos, fiebre, tos,
hemorragias, ademas de otras afecciones como heridas, contravenenos, infecciones, entre
otros (De la Torre et al., 2008).



La cantidad de especies usadas y las practicas medicinales tradicionales podrian ser mas
numerosas de las que hasta ahora se han documentado y publicado; por lo tanto es
fundamental continuar con estudios etnobotanicos que permitan sistematizar y difundir estos
valiosos conocimientos que podrian ser de gran utilidad para toda la poblacién ecuatoriana
(Ansaloni et al., 2010).

1.3. Lafamilia Chloranthaceae.

La familia Chloranthaceae estd constituida por hierbas, arbustos o arboles aromaticos
pequefios y cuenta con alrededor de 75 especies comprendidas en 4 géneros: Chloranthus,
Sarcandra, Ascarina y Hedyosmum, presentes en areas tropicales y subtropicales (Cao et
al., 2008; Kirchner, 2010).

El género Hedyosmum es el méas abundante de la familia Chloranthaceae y es
principalmente americano, se extiende de la parte central de México, continuando a través
de Centro América hasta la parte central de Bolivia, este de Guayana y Las Antillas, y al
suroeste de Asia. Su nombre “Hedyosmum” proviene dedos palabras griegas “hedy”
agradable, fragante y “osmum” olor, refiriéndose a la fragancia de las hojas comparada con
la fragancia de la pimienta, el limén y el anis (Todzia, 1988; Su et al., 2008). EXxisten
alrededor de 40 especies pertenecientes a este género, 16 de ellas estan registradas en

Ecuador (Jgrgenseny Leon-Yanez, 1999; Kirchner, 2010).

Las especies del género Hedyosmum son arboles o arbustos, rara vez plantas herbaceas,
fuertemente aromaticas, tienen hojas opuestas, venas pinnadas, son dentadas, pecioladas y
poseen numerosos caracteres taxondémicos. Son arboles dioicos, unos arboles con flores
masculinas y con flores femeninos. Los frutos son pequefios, carnosos y de color blanco al
madurar. Crecen en altitudes aproximadamente de 500 hasta 2800 m s.n.m., su habitat es
en las montafias encontrandose en regiones que estan bajo la influencia frecuente de las
nieblas o, en zonas més secas. La infusién de las hojas de varias especies de este género
se consume en forma de té, o bien, como substituto de café. A algunas especies se les

atribuyen propiedades medicinales contra variadas afecciones. (Todzia, 1988).

Estudios fitoquimicos y de actividad biologica sobre las especies de Hedyosmum han
demostrado que poseen compuestos bioactivos, particularmente es el caso de H.
angustifolium de donde se han obtenido algunos sesquiterpernos con actividad
antileishmaniasis, ademas se describen estudios quimicos sobre el aceite esencial (Lorenzo
et al., 2003; Acebey et al.,, 2010). De los estudios realizados a H. bomplandiaunum se
obtuvo un flavonoide glicosilado con actividad analgésica, este experimento fue ensayado

en ratones (Cardenas et al., 1992). Cabe mencionar que del estudio de Su et al. (2008)



sobre la especie H. orientale se reportan nuevos compuestos que son sesquiterpenos con

estructura guaianica que se muestran en la figura 2.

a) Hedyosumin A b) Hedyosumin B ¢) Hedyosumin E

Figura 2. Hedyosumins: sesquiterpenoides con estructura guaianica aislados de H. orientale.

a) Hedyosumin A con formula molecular C,5H1604, b) Hedyosumim B con férmula molecular C5H1504,
¢) Hedyosumim E con férmula molecular C,1H3q0g

Fuente: Su et al. (2008)

1.3.1. Hedyosmum purpurascens.
Hedyosmum purpurascens, arbusto endémico de Ecuador, tiene laminas foliares estrechas,
bracteas florales completamente fusionadas en una matriz bractea que encierra las flores
excepto estigmas exertos. Las flores pistiladas son ligeramente trigonales que miden de 3-4
mm de largo, los estigmas son lineales y de color purpura. La fructificacién simula un tono

morado a negro (Todzia, 1988).

El rango altitudinal de la especie se extiende entre 2000 y 3300 m.s.n.m. Se conoce a partir
de siete poblaciones en los Andes del sur, de Loja a Zamora, Catamayo, Valladolid o
Saraguro, incluyendo cuatro en el interior del Parque Nacional Podocarpus. Considerada en
peligro por la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), teniendo en
cuenta que varios individuos se producen en el interior del Parque Nacional Podocarpus, la
categoria de Vulnerable puede ser mas apropiado. Algunos habitats de la especie estan
siendo deforestados para producir carbén vegetal. Ademas de la destruccion del habitat, no

se conocen amenazas especificas (Valencia et al., 2000).
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1.3.1.1. Descripciéon taxonémica de Hedyosmum purpurascens.

A continuacion se describe la taxonomia de la especie estudiada:

Reino
Filo:
Clase:
Orden:
Familia:
Género:
Especie:

Nombre cientifico:

Plantae
Tracheophyta
Magnoliopsida
Chloranthales
Chloranthaceae
Hedyosmum
purpurascens

Hedyosmum purpurascens Todzia

En la figura 3 y figura 4 se indica la especie vegetal: en el lugar de recoleccién y la muestra

vegetal que se conserva en el Herbario UTPL, respectivamente.

Figura 3. Fotografia de H. purpurascens Figura 4. Fotografia de la muestra vegetal

en el lugar de la recoleccion

conservada en el Herbario UTPL

1.4. Métodos espectroscOpicos de elucidacion estructural de compuestos

organicos.

Los métodos espectroscopicos, especialmente Resonancia Magnética Nuclear (RMN),

Infrarojo (IR), Ultravioleta y visible (UV/VIS) y Espectrometria de Masas (EM), son métodos

fisicos para la elucidacion de las estructuras moleculares de los productos naturales, que

permiten por comparacion asignar estructuras bien sea de compuestos conocidos 0 nuevos,

pero relacionados a otros ya identificados para deducir estructuras parciales (Marcano y

Hasegawa, 2002).
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1.4.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).
Este tipo de espectroscopia supone un cambio energético de los nucleos atémicos y es
necesario un campo magnético para que estas variaciones de energia puedan observarse.
(Durst y Gowel, 2007).

Los dos elementos mas frecuentes en los compuestos organicos son el Carbono y el
Hidrégeno, por este motivo los dos nucleos mas estudiados en los experimentos son el

ndcleo de Hidrégeno (*H) y el is6topo del Carbono (**C) (Durst y Gowel, 2007).

Todos los nlcleos en las moléculas estan rodeados por electrones que al aplicar un campo
magnético externo, generan por si mismos campos magnéticos que actlan en oposicion al
campo aplicado y debido a este efecto pueden detectarse en una molécula. Como
resultado, un espectro de RMN mapea la estructura Carbono-Hidrogeno de una molécula
organica para obtener la informacién estructural. Con el espectro de protones mediante la
integraciéon de las sefiales y el acoplamiento espin-espin se deducen el namero de
hidrégenos, mientras que el nUmero de sefiales presentes en el espectro de carbono indica
el numero de carbonos presentes en la estructura (Weininger y Stermitz, 1988;Marcano y
Hasegawa, 2002;McMurry, 2008).

Los espectros de RMN se representan en graficas que muestran la fuerza del campo
aplicado que aumenta de izquierda a derecha, por lo tanto, la parte izquierda de la gréfica es
el lado de menor campo o campo bajo y la parte derecha es el lado de mayor campo o
campo alto (McCurry, 2008).

En las graficas de RMN se encuentra una escala llamada escala delta (), donde 1 & es
igual a 1 parte por millén (1 ppm), al utilizar este sistema de medicion en el que se expresan
las absorciones de RMN en términos relativos (ppm), en lugar de términos absolutos (Hz)
(Ver figura 5), es posible comparar los espectros obtenidos en instrumentos diferentes
(McMurry, 2008).

reference

400.0004  400.0006

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 20
_ e
chemical shift (ppm)

400.0000  400.0002 400.0008 400.0010 400.0012
RS

frequency / MHz

Figura 5. Representacion grafica de RMN
Fuente: Keeler(2011)
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1.5. Enfermedades microbianas.

Es importante conocer las enfermedades que provocan los microorganismos y el modo de
controlarlas. Es frecuente que un microorganismo origine la aparicion de numerosas
manifestaciones clinicas, o que varios mircoorganismos produzcan una misma enfermedad,

por ejemplo: la meningitis por virus, bacterias, hongos o parasitos (Murray et al., 2009).

Las enfermedades infecciosas son el resultado de la interaccién entre los microorganismos,
el hospedero humano y el medio ambiente, en la actualidad el control de muchas de las
enfermedades infecciosas es posible gracias al conocimiento que se tiene de los agentes
causales y el mecanismo por el cual se defienden en el organismo humano (Vélez et al.,
2003).

1.5.1. Bacterias.
Las bacterias son microorganismos que poseen una amplia distribucion en la naturaleza,
segun las caracteristicas de su pared celular las bacterias pueden dividirse en dos grupos:
Gram-positivas y Gram-negativas; sus diferencias estructurales tienen implicaciones

importantes en la taxonomia, en la clinica y en la terapéutica (Ruiz y Moreno, 2005).

1.5.1.1. Bacterias Gram-Positivas.
Staphylococcus aureus.- Coloniza piel, fosas nasales, puede colonizar otras areas como el
tracto gastrointestinal, alcanzar tejidos mas profundos y producir infeccion.
Aproximadamente un 20% de la poblacién es portadora permanente de esta bacteria
(Pahissa, 2009).

Enterococcus faecalis.- Es una enterobacteria patdgena el tracto urinario, puede causar
endocarditis, infecciones de vejiga, prostata, epididimo, las infecciones del sistema nervioso

son menos comunes (De los Rios eds., 2005).

1.5.1.2. Bacterias Gram-Negativas.
Klebsiella pneumoniae.- Los factores de patogenicidad son la capsula y endotoxina, que
es un factor antifagositario; puede infectar diversos tejidos, especialmente del aparato

respiratorio (Romero, 2007).

Pseudomona aeruginosa.- Es considerablemente mas resistente a los antibiéticos yuno de
los microorganismos responsables de bacteriemiamas frecuentes, tiene una mayor

mortalidad que las otras especies de Pseudomonas (Bodi y Garmacho, 2007).

Proteus vulgaris.- Su habitat natural es el intestino del hombrey analizando su

patogenicidad se observa que habitualmente son poco patdégenos, pero pueden originar
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infecciones en diversas regiones: sistema urinario, sistema digestivo, sistema nervioso,

sistema digestivo (Largo et al., 1973).

Escherichia coli.- Esta bacteria forma parte de la flora normal del intestino del hombre y los
animales, cuando es patdgena provoca un cuadro clinico con diarrea, vomitos y fiebre
(Margall, 1997).

Salmonella tiphymurium.- Es el agente causal mas frecuente de infecciones

gastrointestinales que causa enfermedad diarreica bacteriana (Del Pozo et al., 2006).

1.5.2. Hongos.
Los hongos son microorganismos generalmente saprofitos para el hombre; es decir,
beneficiosos. En algunas ocasiones estos microorganismos se vuelven oportunistas,
cuando las defensas del huésped se encuentran disminuidas, ocasionando patologias
denominadas micosis (Jover y Garcia, 2006).

Las micosis superficiales son un grupo de enfermedades localizadas en la piel y anexos,
causadas por dermatofitos, levaduras y mohos diferentes a dermatofitos; por su alta
frecuencia, estas micosis son un serio problema de salud publica mundial (Manzano-
Gayosso, 2008).

Trichophyton mentagrophytes.- Produce micosis superficiales, también denominadas
dermatofitosis, que afectan los tejidos de la capa cutanea, pelo y las ufias de manos y pies
(Adejumo, 2009).

Trichophyton rubrum.-Dermatofito que produce micosis superficiales afectando tejidos
ricos en queratina, tejido cutdaneo inguinal, del cuerpo, pies, manos, provocando

descamacion, prurito, ardor, etc. (Venkatesan, 2007).
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ll. MATERIALES Y METODOS

En la figura 6 se detalla la metodologia utilizada:

Recoleccidn, seleccién y deshidratacién del material
vegetal

Obtencion de los extractos: n-Hexano, Acetato de
Etilo, Metanol

Aplicacion de los métodos de Cromatografia para el
aislamiento de metabolitos secundarios

Caracterizacion estructural

Evaluacioén de la actividad antimicrobiana
de los extractos

Figura 6. Esquema del desarrollo de la investigacion

2.1. Recoleccion del material vegetal.

Hedyosmum purpurascens fue recolectada en estado de floracién en Diciembre de 2011 en
el sector “El Tiro”, limite entre las provincias de Loja y Zamora, a una altitud de 2795
m.s.n.m., con coordenadas: 70602E, 955887N (Ver figura 7). La caracterizacién botanica
fue realizada por Bolivar Merino, curador del Herbario de la Universidad Nacional de Loja y
Fani Tinitana, curador del HUTPL. La muestra vegetal se encuentra depositada en el
Herbario de la Universidad Técnica Particular de Loja (HUTPL) con nimero de voucher
PPNct-005.

Durante el tratamiento post-cosecha se seleccionaron las partes aéreas, las mismas que
fueron sometidas a deshidrataciéon en la camara de secado en la Seccion de Ingenieria de

Procesos; a 34 °C, durante 5 dias.
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Figura 7. Zona de recoleccién de la especie H. purpurascens.

2.2. Obtencidén de los extractos.

Un aproximado de 700 g de hojas deshidratadas fueron sometidas a extraccion en n-
Hexano, Acetato de etilo y Metanol, por 24 horas, tres veces cada uno, mediante
maceracion estatica. Posteriormente se filtré y concentr6 mediante rotaevaporacion a
temperatura ambiente obteniendo un total de tres extractos, el proceso de extraccion se

muestra en la figura 8.
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Hedyosmum
purpurascens

Material
deshidratado

Extraccion en
disiolventes

Filtrado y
concentrado

Extractos: Hex,
AcOEt, MeOH

Figura 8. Diagrama de la obtencion de los extractos

2.3. Particion liquido-liquido.
Los extractos totales fueron sometidos a particion liquido-liquido (Ver figura 9), utilizando

mezcla de Hexano:(Metanol-Agua 9:1), en proporcion 1-1, esto se realiza con la finalidad de
eliminar grasas, aceites y clorofilas de cada extracto.

Figura 9. Esquema de la particion del extracto de MeOH

18



2.4. Métodos de cromatografia.
2.4.1. Cromatografia de Capa fina (CCF).
Se realizaron ensayos de cromatografia, en la que se us6 una camara de vidrio con tapa

moévil, se cortaron placas de 5 cm de largo por 2 cm de ancho (Ver figura 10).

3

Cémara de
vidrio

Placa de silica gel

Disolverte

Figura 10. Representacion de Cromatografia de Capa Fina (CCF)

Posteriormente para observar los cromatogramas y localizar los componentes se usé luz UV
en longitud de onda de 254 y 366 nm, para revelar se aplico la técnica colorimétrica con

acido sulfuirico al 5% y vainillina.

2.4.1.1. Factor de retencion (Rf).
Para determinar la migracion del soluto, se determina el factor de retencién o también
denominado Rf que es la distancia que ha recorrido un compuesto a lo largo de la placa (Ver
figura 11), se hace la relacién distancia recorrida por el compuesto/distancia recorrida por el
disolvente, esto nos permite identificar un compuesto comparando con los Rf

correspondientes a los patrones de los compuestos identificados.

- sz

SvE eSS

A= Distancia recorrida por el compuesto.

B= Distancia recorrida por el frente del
disolvente.

>
e

N

Figura 11. Medida del Factor de retencién (Rf)
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2.4.2. Fraccionamiento en Cromatografia de Columna (CC).
Se utiliz6 dos gramos de compuesto en Silica Gel fase directa (Merck 0.015-0040mm) en
proporcidon 100:1 (relacion silica: extracto) eluyendo con polaridad ascendente (n-Hex,
AcOEt y MeOH). En la figura 12 se muestra una columna de fraccionamiento.

Figura 12. Cromatografia en Columna del extracto de Hedyosmum purpurascens

2.4.2.1. Punto de fusion.
EL punto de fusion puede ser considerado como un criterio de pureza de un soélido, mientras
tenga un rango pequefio de variacion de temperatura con respecto al estandar mas pura es

la sustancia (Guarnizo y Martinez, 2009).

El punto de fusion se determiné en el equipo Fisher-Johns serial 40-22 de 50-60Hz.

2.5. Caracterizacion estructural.

La estructura del compuesto fue determinado usando el método espectroscépico de RMN,
con el equipo Varian N° de serie 21953 operando a 400 MHz para’H y 100 MHz para **C,
usando CD3;OD (Ver Anexo 1y Anexo 2).

2.6. Determinacion de la actividad antimicrobiana.
2.6.1. Microorganismos de prueba.

Los extractos fueron evaluados en contra de 9 microorganismos; 7 cepas bacterianas, 2
Gram-positivas: Enterococcus faecalis (ATCC® 29212) y Staphylococcus aureus (ATCC®
25923), 5 Gram-negativas: Proteus vulgaris (ATCC® 8427), Klebsiella pneumoniae (ATCC®
9997), Escherichia coli (ATCC® 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853) y
Salmonella typhimurium (LT2); y 2 cepas fungicas Trichophyton mentagrophytes (ATCC®
28185), Trichophyton rubrum (ATCC® 28188).
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2.6.2. Preparacién de los extractos.
Se prepar6 una disolucién de 20mg/mL de extracto en 1mL de Dimetilsulféxido (DMSO),
tanto para la actividad antibacteriana como para la actividad antifingica.

2.6.3. Preparacioén del cultivo microbiano (Cultivo Overnight).
Para la preparacion de los in6culos bacterianos y para levaduras se partié de cepas en
reserva criogénica mantenidas a -80°C y luego se procedio a la siembra e incubacién de las
bacterias y levaduras. En la Tabla 1 se detallan las condiciones de incubacion.

Tabla 1. Microorganismos utilizados en las pruebas y sus respectivos medios de cultivo y

condiciones de incubacion.

Condiciones de

Medio de Cultivo o
Incubacioén

Microorganismos

Bacterias Gram-Negativas

Pseudomona aeruginosa ATCC®

27853

Caldo Triptisoya

37°C por 14-16 h

Klebsiella pneumoniae ATCC® 9997

Caldo Triptisoya

37°C por 14-16 h

Proteus vulgaris ATCC® 8427

Caldo MullerHinton

37°C por 14-16 h

Escherichia coli ATCC® 25922 Caldo Triptisoya 37°C por 14-16 h
. ) Caldo Nutritivo
Salmonella tiphymurium (LT2) Oxoid 37°C por 14-16 h
XOi

Bacterias Gram-Positivas

Enterococcus faecalis ATCC® 29212

Caldo Infusion
Cerebro-Corazén

37°C por 14-16 h

Staphylococcus aureus ATCC®
25923

Caldo Triptisoya

37°C por 14-16 h

2.6.4. Preparacion de la suspensién de los in6culos bacterianos.

Se preparé un cultivo overnight 24 horas antes de realizar un ensayo, del que se toman 150
a 300pL y se transfieren a un tubo con 7mL de suero fisioldgico estéril, ajustando el in6culo
a una concentracién equivalente a 0,5 en la escala de McFarland. De esta suspension
tomamos 140uL y transferimos a 7 mL de Caldo Muller Hinton ajustando a una poblacion
bacteriana de 2x10° UFC/mL; para finalizar, de esta suspension tomamos 100 pL para
completar 200uL de volumen final en la placa de cultivo, ajustando la poblacién bacteriana a
5x10°UFC/mL.
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2.6.5. Preparacion de la suspension de los in6culos para hongos.
Se preparo la suspension a partir de las cepas en reserva criogénica mantenidas a -80°C, a
una concentracion definida en 7mL de Caldo Sabouroud, ver Tabla 2. De esta suspension
se usan 100 pL para completar a 200pL el volumen final de la placa de cultivo, de esta
manera se ajusta la poblacion fungica a 5x10* esporas/mL.

Tabla 2. Medio de cultivo para hongos.

HONGOS ESPORULADOS | Medio de Cultivo | Condiciones de
Incubacién
Trichoph h
richop ytorE_rPri; tagrophytes Caldo Sabouraud 30°C por 96 h
Trichophytonrubrum (Tr) Caldo Sabouraud 30°C por 96 h

2.6.6. Procedimiento para la determinacién de la Concentracion Minima
inhibitoria (CMI).

Los valores de CMI se determinaron por el método de microdilucién en caldo usando una
concentracion final de 5x10°cfu/mL para bacterias Gram-negativas: Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC9997), Proteus vulgaris (ATCC
8427), Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (LT2) y bacterias Gram-
positivas: Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), y
una concentracion final de 5x10* esporas/mL para hongos dermatofitos Trichophyton rubrum
(ATCC 28188) y Trichophyton mentagrophytes (ATCC 28185). La CMI se define como la
concentracion mas baja de sustancia que previene el crecimiento, la cual se determina por
la presencia de turbidez después de 24 horas de incubacién para bacterias o de crecimiento
micelial después de 96 horas de incubaciéon para hongos. Se preparé una disolucién de
extracto en DMSO a una concentracion de 20 mg/mL. El ensayo se llevo a cabo en placas
de 96 pocillos (Ver figura 13) y se siguio el procedimiento de dilucién doble seriada para
obtener concentraciones desde 1000 pug/mL a 7,81 pg/mL. La incubacion se realiz6 a 37°C
para bacterias y 30°C para dermatofitos (CLSI. M7-A7; CLSI. M38-A2, 2002; CLSI. M100-
S21).

Se us6 gentamicina como control positivo para cinco bacterias con un valor de CMI de 0,39
pug/mL, mientras que se usO ampicilina como control positivo para E. faecalis and S.
typhimurium, con un valor de CMI de 3,12 pg/mL. Para dermatofitos se empleé ltraconazol

con un valor de CMI de 0.48 ug/mL para hongos. Como control negativo se us6 DMSO.
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Figura 13. Representacion de la microplaca TC96, con 12 columnas y 8 filas (A —H)
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II. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Extractos obtenidos de la especie Hedyosmum purpurascens.

A partir de 700 g de material vegetal se obtuvieron un total de 3 extractos. Ver Tabla 3.

Tabla 3. Peso de los extractos de la especie H. purpurascens.

Hedyosmum purpurascens
Peso Peso
Extractos Peso % Residuo Residuo
Hexanico Metanélico
E"g;g%tg 1454 g 2.0 757g 1689
Extractos Extracto 1.8
obtenidos a ) Particion
partir de 700 g AceEti\i'lrg de 12.82 g Lig.-Liq 498¢g 494 g
Extracto 5.8
Metanol 40.359g 26.09¢g 96 g

En los rendimientos de los extractos totales que se obtuvieron de la especie H.
purpurascens, se observa que existe una variacion en cuanto al rendimiento, con el extracto
de AcCEtO se obtuvo un valor inferior con respecto al del extracto de MeOH, esto
comparando con los valores del rendimiento de los extractos de H. angustifolium, en donde
se emplearon los mismos disolventes, la misma que no existe una diferencia significativa
entre el extractos en AcCEtOH con 3.8% y en MeOH con 3.9% de rendimiento (Acebey,
2007). Con estos resultados se demuestra que la obtencion de extractos en especies del
mismo género no es la misma dado que son diferentes, asi como también se atribuye esta
variacién a la eliminacién del solvente, ya que al eliminar los residuos del mismo en el
extracto hiumedo posiblemente no se realiz6 en la misma proporcion, ya que el n-Hex y el
AcEtO por sus propiedades volatiles, son mas facilmente eliminados, en cambio el metanol
al ser un solvente con menor volatilidad es sometido a mayores temperaturas para alcanzar

su punto de ebullicién (Carrillo et al., 2011).

3.2. Extracto en AcOEt.

El extracto en AcOEt sometido a fraccionamiento, se obtuvieron un total de 21 fracciones
eluidas en solventes de polaridad creciente, las fracciones MP002/12, MP005/12,
MP009/12-MP010/12 y MP014/12, fueron sometidas a un nuevo fraccionamiento de las que
se obtuvo muy poca cantidad de las fracciones aproximadamente de 10 mg, lo que no

permitié continuar con el proceso de purificacion e identificacion.

Por ser metabolitos secundarios, su concentraciéon en las plantas es muy baja y muchas
veces se expresan so6lo en condiciones especiales, lo cual reduce su rendimiento. (Lee et

al., 2010) Ademas, se denominan secundarios porque no todas las plantas los contienen, no

25



son esenciales para el funcionamiento de las plantas y en la mayoria de los casos, no se les

ha encontrado una funcion definitiva (Vilela et al., 2011).

3.3. Extracto en MeOH.

Del extracto Metanolico se obtuvieron 205 fracciones y de estas, de la fraccién 176, eluida
en una mezcla de AcOEt:MeOH 3:7 y posteriormente purificada con acetona al 100%, se
obtuvo un precipitado granuloso de color blanco, con un peso de 5 mg. Sus caracteristicas
fisicas se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Propiedades fisicas de la fraccion 176

Propiedades fisicas
Aspecto: Granuloso
Color: Blanco
Punto de fusion 147-149 °C
Soluble Metanol

Los datos de Resonancia Magnética Nuclear de Protén y Carbdn se describen en la tabla 5.

Tabla 5. Espectro experimental de 'H NMR y *C NMR

'H NMR C NMR
(ppm) (ppm)
5.09 (d) 93.5
4.90 (s) 74.9
4.80 (s) 73.9
3.77 (dd) 73.0
3.66 (m) 71.9
3.3.(s) 62.8

13C NMR (101 MHz, cd3od) d(ppm) 93.5 ppm (C1),73.0 ppm (C2), 73.9 ppm (C3), 74.9 ppm
(C4), 71.9 ppm (C5), 62.8 ppm (C6)

Se puede diferenciar entre a y B D-glucopiranosa por el desplazamiento quimico del carbono
anomérico (C1), que contiene el grupo OH en posicién axial (efecto anomérico) y que en el
caso de la a D-glucopiranosa se encuentra a 93.6 ppm usando Metanol-d como disolvente
de referencia y, para la B D-glucopiranosa, el carbono anomérico esta a 97.4 ppm. Estos
datos de desplazamiento quimico se corroboran con lo descrito por Bubb, (2006), donde el
carbono anomérico para la a D-glucopiranosa esta a 92.1 ppm, usando D,O como

disolvente de referencia y, para la f D-glucopiranosa, el carbono anomérico esta a 96.0
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ppm. Los datos comparativos de los carbonos C2, C3, C4, C5 y C6 experimentales y los
descritos en literatura se describen en la tabla 6.

Tabla 6. Comparacion de datos con el espectro *>*CNMR de ay B glucopiranosa

a-pyranosa B-pyranosa 5.Experimentalt

5c 5ct Sct

C1 92.1 96.0 93.5
c2 714 74.1 73.0
c3 717 74.6 73.9
ca 78.7 78.6 74.9
c5 70.4 75.1 719
C6 60.2 60.4 628

1 Disolvente usado: D,O
1 Disolvente usado: CD3;0OD
Fuente:Bubb, 2006

Del analisis de datos y la comparacion efectuada la estructura del compuesto aislado
corresponde a la a-D-glucopiranosa (figura 14), cuya férmula molecular es C¢H1,0¢ con un

peso de 180.2 g/mol

Figura 14. Estructura de a-D-glucopiranosa
Fuente: ChemBioDraw Ultra v12.0

La a-D-glucopiranosa se prepara por hidrélisis enzimatica del almidon. (Bruneton, 2001) Es
un monosacarido natural, la mas importante delas aldohexosas, porque gran parte de la
biomasa esta formada por los polimeros de la glucosa, sobre todo en la celulosa y los

almidones. (Koolman y Rohn, 2004).

En el reino vegetal se pueden encontrar una gran diversidad de monosacéridos, estan
dentro de los productos del metabolismo primario, son los mas abundantes, aparecen en

todas las plantas y desempefian un papel esencial en el metabolismo basico de la planta e
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intervienen de forma directa en la supervivencia, crecimiento y reproduccion de las plantas.
(Castillo y Martinez, 2007).

Desde el punto de vista de la fitoterapia, dentro del grupo de los glicidos, los compuestos
mas interesantes son los polisacaridos que los producen distintos organismos: hongos y
bacterias, algas, plantas superiores, pues han sido utilizados en la medicina,para efectos
terapéuticos asociados a antitumorales, como antitrombaéticos e hipopolipidemiantes, como
laxantes; en la tecnologia farmacéutica, para la formulacion de preparados farmaceéuticos;
en la cosmética, como espesantes, lubrificantes; en la industria alimenticia, como fibra

alimentaria ejerciendo accién en el transito intestinal, etc. (Castillo y Martinez, 2007).

3.4. Actividad antimicrobiana de los extractos de Hedyosmum purpurascens.
Los valores de CMI que se obtuvo utilizando el Método de Microdilucion en Caldo se
encuentran en la Tabla 7.

Se consideré que si los extractos muestran un CMI menos de 100 ug/mL, la actividad
antimicrobiana es buena; entre 100 y 500 ug/mLes moderada; de 500 a 1000 pg/mL de la

es débil; mas de 1000 pg/mL, el extracto se considera inactivo (Holetz et al., 2002).

Los resultados indican que los extractos de Hexano, Acetato de Etilo y Metanol son
inactivos frente a las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, debido a que presentaron
un CMI >1000 ug/mL.

Frente a los hongos patdgenos, los extractos de Hexano y Metanol fueron inactivos; en
cambio el extracto de acetato de etilo presentando un CMI de 250 ug/mL, se considera que

tiene actividad moderada frente a T. mentagrophytes 'y T. rubrum.

Tabla 7. Actividad antimicrobiana de los extractos totales de H. purpurascens

Concentracion Minima Inhibitoria (ug/mL)

Microorganismos Hex AcOEt | MeOH
Bacterias
Proteus vulgaris (ATCC® >1000 >1000 | >1000
29212)
Escherichia coli (ATCC® >1000 >1000 | >1000
25922)
Klebsiella pneumoniae (ATCC® | >1000 >1000 | >1000
9997)
Psudomona aeruginosa >1000 >1000 | >1000
(ATCC® 27853)
Salmonella typhimurium (LT2) >1000 >1000 | >1000
Stafilococcus aureus (ATCC® >1000 >1000 | >1000
25923)
Enterococcus faecalis (ATCC® | >1000 >1000 | >1000
29212)
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Hongos
Trichophyton mentagrophytes >1000 250 >1000
Trichophyton rubrum >1000 250 >1000

En la familia Chloranthaceae el género Hedyosmum cuenta con pocos estudios, a pesar de
ser el mas abundante, sin embargo de toda la familia se han obtenido alrededor de 124
compuestos, clasificados en terpenoides, flavonoides, cumarinas, acidos organicos, amidas
y esteroles. Muchas plantas de esta familia han presentado actividad antibacteriana y este
efecto se atribuye a la composicion de los aceites esenciales, presencia de acidos organicos
y sesquiterpenos. (Cao et al., 2008)

En un estudio realizado por Kirchner et al., 2010 determinaron la actividad antibacterial y
antifingica del aceite esencial de H. brasilense, frente a bacterias: Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus, y hongos: Candida albicans, Candida parapsilosis
Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes y Trychophyton
rubrum a una concentracion final de 2,5 a 0,078% (v / v), presentando actividad en contra de
bacterias Gram-positivas (S. aureus, S. saprphyticus y B. subtilis) con un valor de CMI
0.312% y actividad antifungica significante frente a hongos dermatofitos (M. canis, M.

gypseum, T. mentagrophytes y T. rubrum) en un rango de 0.125-0.312%.
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CONCLUSIONES

A partir del extracto de Acetato de etilo se obtuvieron fracciones con el peso muy

bajo, lo cual no permitié la purificacion de las mismas.

Se identificd el compuesto a-D-glucopiranosa a partir del extracto metandlico.

Los extractos totales en Hexano y Metanol fueron inactivos frente a cepas
bacterianas Gram-positiva, Gram-negativa, y a hongos dermatofitos. El extracto de

Acetato de etilo presentd actividad antifingica moderada (250 ug//mL) frente a T.

mentagrophytes y T. rubrum.
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RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio fitoquimico de la especie Hedyosmum purpurascens,
incrementando la cantidad de material vegetal y realizarlo por separando de acuerdo
a la dioecia de la planta, pues existen evidencias de que los metabolitos secundarios
se encuentran bajo una estricta regulacion metabdlica y su sintesis también esta
regulada por factores como la luz, los reguladores del crecimiento y la temperatura
(Roca y Mroginski, 1993).

Desarrollar trabajos de investigacion fitoquimica en otras especies del género
Hedyosmum, debido a que en esta familia se han demostrado la presencia de
metabolitos secundarios con diversidad biogenética y estructura, tales como

flavonoides, terpenos, sesquiterpenos, steoids, lignina y fenoles (Trentin et al., 1999).
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ANEXO 1
'H NMR (400 MHz)
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ANEXO 2
13C NMR (100 MHz)
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